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摘要 : 嗜 酸 菌 是 一 类 可 以 在 极端 酸性 环境 下 生存 的 微生物 , 在 生物 整治 以 及 耐 热 耐酸 酶 的 提 
取 等 领域 发 挥 着 重要 作用 。 一 些 嗜 中 性 工程 菌株 在 发 酵 过 程 中 经 常 遇 到 自身 环境 酸化 的 问 
题 ， 嗜 酸 菌 独特 的 耐酸 能 力 及 其 耐酸 模块 为 构建 耐酸 能 力 强 的 嗜 中 性 工程 菌株 提供 了 思路 。 
因此 ， 从 细胞 膜 的 稳定 性 及 低 渗 透 性 ， 耐 酸 相 关 的 能 量 代谢 ， 生 物 大 分 子 的 修复 以 及 胞 内 缓 
冲 作用 等 方面 对 嗜 酸 菌 的 耐酸 机 制 进行 深入 探讨 , 并 展望 了 嗜 酸 菌 在 耐酸 工程 菌株 合成 生物 
学 邻 域 的 作用 。 
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嗜 酸 菌 是 生活 在 极端 酸性 环境 中 的 一 个 重要 的 微生物 类 群 , 在 人 们 的 生产 生 
活 中 发 挥 着 巨大 的 作用 。 大 多 数 嗜 酸 菌 生长 在 pH2-3， 甚 至 pH 接近 1 的 酸性 环 
境 中 ， 比 如 酸性 矿山 排水 ， 火 山 湖 以 及 地 热 果 等 。 嗜 酸 菌 广泛 分 布 在 细菌 和 上 古 细 
KHR, 在 重金 属 污染 土壤 的 生物 整治 、 生 物 湿 法 冶金 以 及 耐 热 耐酸 酶 的 提取 等 领 
域 有 着 重要 的 应 用 价值 由。 嗜 酸 菌 中 在 高 温和 酸性 条 件 下 保持 活性 的 酶 ， 在 果汁 
等 食品 工业 中 发 挥 着 极为 重要 的 作用 。 随 着 基因 工程 以 及 定 同 进化 技术 的 发 展 ， 
这 些 耐 热 耐酸 酶 的 工业 化 生产 和 应 用 也 逐渐 成 为 现实 争 。 

微生物 体内 环境 的 酸化 会 破坏 细胞 质 内 生物 大 分 子 的 结构 , 所 以 其 胞 内 环境 
pH 一 般 接 近 中 性 。 相 比 多 数 胞 内 pH 保持 在 7.0 左右 的 嗜 中 性 微生物 而 言 ， 嗜 酸 
菌 胞 内 pH 会 有 所 变化 。 己 知 的 嗜 酸 古 细菌 中 ，Picrophilus oshimae 的 胞 内 pH 可 
低 至 4.6。 这 应 该 是 细胞 质 pH 的 下 限 ， 如 果 继 续 降 低 ， 胞 内 大 分 子 的 稳定 性 就 
会 受到 影响 。 

在 对 中 性 微生物 的 酸 胁迫 研究 中 ， 发 现 了 谷 氮 酸 脱 羧 酶 系统 (GAD), K 
分 子 保护 以 及 氨 的 生成 等 耐酸 机 制 包 。 随 着 计算 生物 学 ， 合 成 生物 学 的 发 展 ， 很 
多 学 者 通过 计算 机 设计 基因 回路 , 建立 人 工 细 胞 模型 模拟 微生物 代谢 , 进行 生物 
学 的 研究 和 探索 。 已 有 很 多 研究 运用 合成 生物 学 的 方法 ， 设 计 不 同 的 耐酸 模 
块 整合 到 工业 菌株 中 ,用 于 生产 醋酸 、 乳 酸 等 原料 或 降解 多 环 芳香 烃 PAHS 等 环 
境 有 害 物质 向。 相 比 工程 菌株 和 肠 道 益 生 菌 等 中 性 耐酸 微生物 ， 嗜 酸 菌 具有 更 强 
的 耐酸 能 力 。 因 此 ， 利 用 生物 信息 学 以 及 合成 生物 学 的 方法 ， 从 嗜 酸 菌 中 获取 特 
定 耐酸 模块 ， 通 过 人 工 设 计 耐 酸 代 谢 网 络 ， 可 以 构建 耐酸 能 力 更 强 的 工业 菌株 。 
所 以 本 文 在 前 人 研究 的 基础 上 , 对 嗜 酸 菌 的 耐酸 机 制 研究 进展 进行 介绍 , 为 合成 
耐酸 工程 菌株 提供 理论 依据 与 实践 指导 。 
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1 细胞 质 的 酸化 及 影响 

细胞 质 的 酸化 是 由 于 过 多 的 质子 摄 入 导致 的 ， 那 么 质子 是 如 何 通过 细胞 膜 ， 
从 而 引起 细胞 质 的 酸化 ?首先 , 外 膜 并 不 能 有 效 抑制 质子 的 移动 。 外 膜 没 有 内 膜 
致密 ,孔径 较 大 , 易于 质子 渗透 。 所 以 细胞 周 质 一 般 随 外 环境 pH 的 降低 而 酸化 ， 
不 能 起 到 质子 缓冲 的 作用 。 内 膜 是 抑制 质子 进入 的 主要 壁垒 。 尽 管 一 些小 的 朴 水 
分 子 可 以 通过 扩散 罕 过 膜 , 但 是 亲 水 的 带电 荷 分 子 不 能 通过 ， 而 必须 经 过 特殊 的 
运输 过 程 。 因 为 带电 荷 ， 所 以 像 H' 那 么 小 的 物质 也 不 能 扩散 穿 过 细胞 膜 。 质子 
在 水 溶液 中 可 能 以 H30' 的 形式 存在 ， 但 是 水 通道 蛋白 只 对 水 分 子 具有 选择 性 而 
不 是 HO0+， 所 以 带电 和 蓓 离子 会 被 阻止 不 能 穿 过 和 孔道， 同时 一 些小 的 离子 或 质子 
也 会 被 阻止 通过 。 质子 在 酸性 固体 培养 基 中 不 是 简单 的 以 游离 的 Hi 或 者 HaO "f£ 
在 ， 所 以 在 固体 培养 基 中 质子 通过 膜 的 机 制 比 较 复杂 仆 。 质 子 同 样 可 以 借助 转运 
和 蛋白， 比如 NaW/H' 有 反 同 转运 和 蛋白 或 者 破损 的 细胞 膜 进 入 细胞 质 中 。 一 些 分 子 以 
非 极 性 分 子 的 形式 通过 内 膜 ， 随 后 在 细胞 质 中 降解 分 离 。 弱 有 机 酸 在 溶液 中 基本 
以 非 极 性 的 形式 存在 ， 可 以 结合 外 部 的 质子 ， 并 将 质子 带 入 胞 质 中 ， 降 低 细 胞 内 
外 的 pH 梯度 ， 从 而 严重 妨碍 细胞 质 pH 恢复 四 。 解 偶 联 剂 ， 如 二 硝 基 葵 酚 和 双 
香 豆 素 等 脂 溶性 物质 ， 可 以 增加 膜 通 透 性 ， 从 而 加 速 质子 的 跨 膜 渗透 ， 导 致 细胞 
质 酸化 。 

细胞 质 酸 化 会 破坏 膜 的 结构 ,降低 胞 内 酶 的 活性 , 诱导 蛋白 解 折 车 以 及 引起 
DNA 损伤 。 Feng 等 9 发 现 嗜 酸 氧 化 硫 硫 杆菌 ZJJN-3 CAcidithiobacillus thiooxidans 
ZJJN-3 ) 的 细胞 形态 随 外 界 pH 的 变化 而 改变 ,在 胞 外 pH 为 0.8 时 ,At. thiooxidans 
ZJJN-3 的 细胞 形态 比 pH1.2 短 而 粗 , 这 表明 外 环境 pH 的 变化 可 能 改变 嗜 酸 菌 细 
胞 膜 的 物理 结构 。Feyhl-Buska 等 上 发现 Picrophilus torridus 的 膜 组 成 GDGTs 
丰 度 随 着 培养 基 pH 升 高 而 减少 ， 说 明 pH 影响 嗜 酸 古 细菌 细胞 膜 中 四 醚 脂 质 的 
组 成 。pH 环境 的 改变 会 导致 重 白质 结构 与 功能 地 剧烈 改变 。 由 于 可 溶性 蛋白 质 
的 表面 主要 由 极 性 氨基 酸 侧 链 组 成 ,其 中 大 多 都 是 离子 化 的 , 因此 和 蛋白 质 的 静电 
荷 和 整个 表面 电荷 的 分 布 ， 都 会 随 着 pH 的 改变 而 调整 ， 从 而 间接 影响 蛋白 质 的 
生物 化 学 功能 00。 同 时 ， 胞 外 环境 酸化 也 会 改变 溶液 中 分 子 的 电离 状态 ， 不 利于 
营养 物质 被 微生物 有 效 利用 。 
2 嗜 酸 菌 的 耐酸 机 制 

虽然 嗜 酸 菌 生活 在 极端 酸性 环境 里 ， 但 其 体内 pH 却 是 近 中 性 的 。 那 么 嗜 酸 
菌 如 何在 极端 酸性 环境 下 生存 ? 在 对 其 耐酸 机 制 不 断 的 研究 的 过 程 中 , 我 们 可 以 
发 现 ， 其 耐酸 系统 主要 包括 以 下 几 个 方面 : 即 细胞 膜 的 稳定 性 ， 有 效 地 质子 抑制 
RRHH, DNA 及 和 蛋白质 的 修复 和 适宜 的 胞 内 缓冲 作用 等 。 嗜 酸 菌 的 细胞 膜 对 酸 
具有 稳定 性 。 许 多 的 嗜 酸 菌 依赖 于 细胞 膜 的 流动 性 和 选择 透 过 性 来 维持 细胞 内 外 
pH 梯度 ， 并 通过 改变 细胞 膜 中 特定 的 组 成 成 分 的 比例 起 到 一 定 的 耐酸 作用 。 嗜 


酸 菌 独特 的 跨 膜 电位 差 Ay 可 以 有 效 抑制 质子 流入 胞 质 ， 并 通过 合成 更 多 的 
H'-ATPase 泵 出 质子 。 相 比 中 性 阔 ， 嗜 酸 菌 中 的 酶 和 集 白 质 更 具有 了 耐 酸性， 并 且 
这 些 大 分 子 在 酸性 条 件 下 能 起 到 最 佳 的 作用 。 胞 内 缓冲 作用 可 以 应 对 小 幅度 的 
pH 变化 ， 如 果 外 部 pH 进一步 降低 时 ， 则 合成 分 子 伴 侣 ， 如 酸 休 元 和 蛋白 和 热 休 
克 借 白 可 能 用 于 防止 胞 内 蛋白 质 的 酸 变 性 或 帮助 变性 重 白 质 进行 再 折 营 。 图 1 
简要 总 结 了 嗜 酸 菌 在 极端 酸性 条 件 下 胞 内 外 pH 平衡 机 制 。 
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1 嗜 酸 菌 耐酸 pH 平衡 机 制 〈 改 自 文 献 [2] 和 [6]) 

(a) H'-ATPase RHE RAJH? b) 细胞 膜 的 稳定 性 和 低 渗 透 性 有 效 抑制 H' 流 入 胞 内 -d 丰富 的 二 次 转运 蛋白 可 以 降低 哮 

酸 菌 耐酸 代谢 能 量 的 需求 Ce) K'-ATPases 产生 逆 膜 电位 (D DNA 和 和 蛋白质 修 复 系统 Ca) 细胞 质 的 缓冲 作 
Fig.1 Mechanism of acid tolerance in acidophiles with pH homeostasis 

(a) Efflux of H+ through H*-ATPase (b) Highly stable and impermeable cell membranes that retard the influx of H+ (c-d) 
Abundant secondary transporters that reduce the energy demands associated with the transportation of nutrients and 
contribute to the pH homeostasis (e) K'-ATPases that generate a reversed Ay with increasing the positive potential inside the 
cell membrane (f) DNA and protein repair systems (g) Cytoplasmic buffering that maintain the intracellular pH 


2.1 细胞 膜 的 稳定 性 及 表面 修饰 

脂 类 是 所 有 细胞 膜 的 重要 组 成 成 分 ， 其 结构 随 不 同 生命 领域 的 变化 而 改变 。 
细菌 和 真 核 生 物 的 脂 质 是 脂肪 酸 和 甘油 分 子 间 的 酯 键 连接 , 而 古 细菌 的 脂 质 是 甘 
油 和 其 疏水 侧 链 间 的 醚 键 连接 。 古 细 苗 的 细胞 膜 是 脂 单 分 子 层 ， 而 细菌 和 真 核 生 
物 的 细胞 膜 是 脂 质 双 分 子 层 。 醚 键 比 酯 键 具有 更 强 的 酸 耐 受 性 ， 同 时 单 分 子 层 膜 
对 质子 高 度 不 渗透 日 在 极端 酸性 环境 具有 更 高 的 稳定 性 05。 

嗜 酸 菌 保持 其 内 部 pH 稳定 的 一 个 重要 途径 就 是 细胞 膜 对 H RAAE E o 
酸 菌 的 细胞 质 膜 对 质子 具有 高 度 地 低 渗透 性 ， 所 以 质子 不 易 进 入 到 细胞 质 中 。 大 
量 的 研究 结果 表明 ， 支 持 嗜 酸 菌 抑制 H* 作 用 的 主要 是 细胞 膜 上 的 脂 类 物质 。 研 
究 发 现 P. oshimae 细胞 膜 上 含有 的 脂 质 体 在 pH 3.0-4.0 范围 内 的 酸性 环境 中 可 以 
迅速 的 形成 规则 的 吉 泡 状 结构 ， 但 是 在 中 性 环境 中 就 不 能 形成 这 一 结构 。 同 时 ， 
这 种 宫 泡 状 结构 有 着 极 低 的 H' 渗 透 性 。 当 环境 pH 变化 到 7.0 左右 时 ， 这 一 结构 


又 会 发 生变 化 形成 不 规则 结构 931。 这 说 明 嗜 酸 菌 在 适应 酸性 环境 的 同时 ,进行 自 
身 细胞 膜 结 构 的 完善 ， 从 而 保证 细胞 膜 的 稳定 性 。Mangold S EMAER pH 地 条 
件 下 对 喜 慢 嗜 酸 硫 杆菌 CAcidithiobacillus caldus) 和 蛋白 质 组 学 研究 发 现 其 细胞 膜 
中 脂肪 酸 组 成 的 变化 可 以 增加 膜 的 刚性 。 细 胞 膜 通过 上 调 不 饱和 脂肪 酸 和 环 丙 烷 
脂肪 酸 的 比例 维持 胞 内 环境 的 稳定 。 

当 外 界 环境 变 为 中 性 时 , 专 性 嗜 酸 菌 的 细胞 质 膜 就 会 溶解 ， 这 表明 专 性 嗜 酸 
菌 细胞 膜 的 稳定 性 需要 高 浓度 的 H' 维 持 。 当 目前 已 知 最 为 嗜 酸 的 原核 生物 是 P. 
oshimae 和 P. torridus, 它们 的 最 适 生 长 pH 为 0.7。 当 pH 高 于 4 的 时 候 ,P. oshimae 
和 P. torridus 细胞 膜 变 得 渗 漏 且 不 完整 ， 从 而 导致 细胞 膜 结构 缺失 。 通 过 研究 哮 
酸 菌 属 的 细胞 膜 ， 发 现 其 类 脂 的 排列 很 不 寻常 ， 能 形成 一 种 在 最 适 pH 下 不 被 强 
酸 透 过 的 膜 。 在 极端 的 酸性 环境 中 , 这 一 细胞 膜 表 现 出 超 强 的 酸 稳定 性 和 极 低 的 
质子 透 过 性 U5]。 在 无 细胞 壁 的 条 件 下 ， 热 原 体 属 (Thermoplasma) 为 适应 极 低 
pH 等 极端 环境 ， 进 化 出 一 种 独特 的 细胞 膜 结构 ， 使 得 热 原 体 属 微生物 可 以 在 酸 
性 环境 下 生存 09 。Shimada 等 (7 研究 pH 对 嗜 酸 热 原 体 (Thermoplasma 
acidophilum ) 细胞 膜 糖 脂 的 糖水 化 合 物 的 构建 的 影响 ， 发 现 pH 降低 会 增加 膜 的 
表面 面积 ， 这 对 于 糖 的 羟基 修饰 有 很 大 的 作用 。 作者 推测 与 细胞 膜 有 关 的 糖 基 修 
饰 在 嗜 酸 菌 耐 受 外 部 极端 酸性 方面 有 作用 。 在 Mykytezuk 等 8 研究 中 ， 发 现 影 
啊 哮 酸 氧化 亚 铁 硫 杆菌 CAcidithiobacillus ferrooxidans) 生长 和 生存 的 主要 因素 
是 细胞 膜 的 流动 性 ， 在 外 界 环境 pH 为 1.5 时 ， 其 细胞 膜 能 够 有 效 的 保持 其 稳定 
性 。 研 究 结 果 表 明 ， 在 At. ferrooxidans 所 处 的 环境 pH 发 生变 化 时 ， 它 可 以 通过 
改变 自身 脂肪 酸 的 组 成 来 改变 整个 细胞 膜 的 流动 性 和 相位 , 以 应 对 外 界 发 生 的 变 
化 。 在 其 最 适 生 长 pH 的 环境 下 ， 增 加 细胞 内 外 的 pH 梯度 差 可 以 降低 细胞 膜 的 
流动 活性 ， 从 而 改变 了 下 的 通 透 性 ， 以 维持 其 渗透 屏障 。Tyson 等 (9 通过 AMD 
生物 膜 的 乌 检 测序， 发 现 嗜 铁 钩 端 螺 旋 菌 CLeptospirillum ferriphilum) 含有 许多 
细胞 膜 生 物 合成 基因 。 作 者 推测 丰富 的 细胞 膜 合 成 基因 在 元 ferriphilum 耐酸 方 
面 可 能 起 到 重要 的 作用 。 
2.2 与 耐酸 有 关 的 能 量 代 谢 

哮 酸 菌 能 在 酸性 条 件 下 生长 繁殖 ， 需 要 产生 大 量 代 谢 能 量 来 维持 胞 内 外 的 
pH 梯度 ， 并 保持 胞 内 pH 的 稳定 外。 尽管 HA OH 都 是 小 分 子 ， 但 因为 都 带电 
和 荷 ， 所 以 都 不 可 以 自由 地 通过 细胞 膜 ， 也 不 可 能 重新 在 膜 内 外 自发 达到 平衡 ， 净 
只 累 的 结果 是 在 跨 膜 的 两 侧 生 成 pH 梯度 和 电势 能 。 膜 的 这 种 能 量 状态 称 为 质子 
动力 PMF， 负 责 张 动 细胞 中 许多 需要 能 量 的 功能 ， 包 括 某 些 物质 的 运输 方式 和 
细胞 能 量 ATP 的 生物 合成 。 质 子 动力 PMF 对 嗜 酸 菌 在 极端 酸性 下 生存 有 重要 作 
用 。 由 于 At ferrooxidans 的 细胞 周 质 pH 在 1-2 之 间 , 而 细胞 质 的 pH 维持 在 5.5-6 
之 间 ， 这 就 造成 了 较 大 的 天 然 跨 膜 质子 梯度 。 只 要 At. ferrooxidans 具有 可 供 使 用 


— 


的 Fe*， 它 就 会 利用 跨 细 胞 质 膜 的 质子 动力 进行 ATP 的 合成 。 但 是 亚 铁 氧 化 为 
高 价 铁 时 产生 的 能 量 很 少 ， 所 以 为 了 生长 ，4t. ferrooxidans 需要 在 酸性 环境 下 氧 
化 足够 的 亚 铁 获得 能 量 PU。 在 人 工 质 子 梯度 存在 的 条 件 下 ，At. caldus 氧化 还 原 
态 无 机 令 化物 时 ， 质 子 梯度 驱动 了 与 膜 结合 的 Fi-Fo-ATPase 合成 ATP), 

为 了 保持 胞 内 外 pH 平衡 ， 嗜 酸 菌 通过 质子 泵 将 多 余 的 质子 泵 出 细胞 质 外 。 
Quatrini 等 [3] 对 At. ferrooxidans ~ At. thiooxidans ”和 At. caldus 基因 组 进行 序列 
ay it, ALS HEAT REA PR HH A. Feng 等 四 发 现 外 部 环境 pH 为 0.8 时 ， 
At. thiooxidansZJJN-3 膜 上 H*-ATPase 的 活性 比 pH 为 1.2 时 增加 28.5%， 这 说 明 
环境 酸化 促使 4t. thiooxidansZJIN-3 合成 更 多 的 H*-ATPase R EMT o 

高 的 pH 梯度 和 反 电 动 势 是 嗜 酸 菌 的 典型 生物 能 学 特性 。 质 子 流入 胞 内 同样 
受到 道 南 电势 产生 的 化 学 渗透 梯度 抑制 。 在 P. torridus? Și S. solfataricus P2U9I 
中 发 现 许 多 假定 的 阳离子 转运 和 蛋白， 这 些 阳 离子 转运 蛋白 有 利于 道 南 电 势 的 形 
成 。 阳 离子 泵 在 电势 梯度 的 产生 和 维持 方面 有 重要 作用 。 细胞 内 部 正 电 势 梯度 有 
利于 维持 胞 内 外 pH 平衡。 一 旦 嗜 酸 菌 胞 内 泵 出 HH' 的 能 力 降低 ， 环 境 中 的 大 量 
下 就 会 涌 入 细胞 内 。 这 样 就 会 在 一 定 程度 上 导致 嗜 酸 菌 体 内 的 Ay 迅 速 升 高 ， 反 
向 的 ApH 与 迅速 升 高 的 Ay 相 互 抵 消 ， 从 而 抑制 H' 的 流入 。 

2.3 生物 大 分 子 的 修复 

嗜 酸 菌 在 极端 酸性 环境 下 生存 ， 需 要 保持 体内 DNA 和 和 蛋白 结构 的 稳定 ， 并 
发 挥 活 性 。 生物 大 分 子 由 于 酸性 环境 的 破坏 需要 得 到 及 时 地 修复 , 在 很 多 嗜 酸 菌 
中 发 现 了 丰富 的 DNA 和 和 蛋 白质 修复 基因 。 Fiitterer EMAR P. torridus 含有 基因 
编码 许多 修复 和 重组 蛋白 ， 比 如 RadA 、RadB 、MRE11 和 Rad50 在 酸性 环境 
下 DNA 修复 过 程 中 起 到 作用 。 细 胞 质 膜 上 存在 许多 和 蛋白质， 主要 参与 生物 能 和 
底 物 进出 细胞 的 运输 。 内 膜 和 蛋白 在 周 质 的 区 域 最 容易 受 外 环境 pH 的 影响 ， 周 质 
空间 中 存在 着 酸性 条 件 下 能 帮助 周 质量 白 和 膜 重 白 复 性 的 分 子 伴侣 HdeA 和 
HdeB. HdeA 单 体能 够 和 变性 的 底 物 蛋白 结合 防止 它们 酸 诱 导 聚 集 ， 其 他 的 周 质 
分 子 伴侣 DegP 和 Sura 协助 周 质 蛋 白 重 折 受 29。 在 一 些 嗜 酸 菌 中 ， 分 子 伴侣 可 
以 修复 错误 折 县 的 蛋白 质 。 在 外 环境 遭遇 酸 胁迫 时 ， 由 DnaK. DnaJ 以 及 GrpE 
组 成 的 伴侣 蛋白 抗 逆 体系 ,可 在 ATP 的 协助 下 发 挥 其 纠 错 功能 机 制 。 当 外 部 环 
境 pH 降低 时 ,研究 发 现 At. thiooxidans ZJJN-3 核心 的 修复 分 子 伴侣 GrpE、DnaK、 
DnaJ 转录 水 平 上 调 ， 从 而 确保 在 酸 胁 迫 下 蛋白 的 正确 折 受 四。 

哮 酸 菌 细胞 质 内 部 区 室 化 ， 存 在 pH 梯度 。 专 性 嗜 酸 菌 Ferroplasma 
acidiphilum 的 胞 内 pH 为 5.6， 但 是 相应 的 酶 在 更 低 的 pH (1.7-4.0) 下 才能 发 挥 
VERI. E AR IR iK Tt aC AE RE Y ds B 3 UR] T 3 um REA BUE ER TED. F. 
acidiphilum 特有 的 铁 重 白 有 利于 维持 酶 在 低 pH 下 的 稳定 性 。 去 除 铁 离子 导致 二 
级 结构 缺失 ,从 而 引起 蛋白 活性 消失 Pg。 这 说 明 铁 离子 对 保持 和 蛋白 三 维 结构 起 到 


重要 作用 。 硫 磺 矿 硫化 时 菌 (Sulfolobus solfataricus) 的 B 内 切 葡 聚 糖 酶 在 pH 为 
1.8 时 仍 保持 活性 ， 结 构 模 拟 发 现 与 其 他 哮 酸 菌 或 中 性 菌 的 纤维 素 酶 催化 结构 域 
相似 ， 所 以 在 高 浓度 的 氧 离子 条 件 下 ， 依 然 可 以 进行 正常 的 代谢 反应 9]。 
2.4 胞 内 缓冲 作用 

胞 内 缓冲 系统 也 对 维持 嗜 酸 菌 pH 内 环境 的 稳定 起 到 重要 的 作用 。 机 体内 许 
多 重要 的 分 子 都 是 弱酸 或 弱 碱 ， 比 如 赖 氨 酸 ,组 氨 酸 ， 精 氨 酸 和 磷酸 等 。 它 们 在 
生物 系统 中 形成 重要 的 共 斩 酸 碱 对 ， 可 以 起 到 胞 内 pH 缓冲 作用 。 绝 大 多 数 有 机 
酸 在 细胞 质 中 的 pK’ 和 浓度 相对 太 低 ， 因 此 在 胞 内 起 到 缓冲 作用 的 主要 还 是 
HPO427VH2PO4 和 HCO*/CO» 缓冲 体 系 。 

VERE PRI Fi-Fo-ATPase RAKE HÆ ATP。 随 着 大 量 H' 的 涌 入 , 体内 
pH 达到 胞 质 pH 下 限 ， 这 时 细胞 质 就 会 发 挥 自 身 缓冲 能 力 ， 以 缓解 酸性 变化 带 
给 自身 的 影响 。 研 究 发 现 酸 热 芽孢 杆菌 (Bacillus acidocaldarius) WIRY REJI J 
不 比 其 他 测试 的 杆菌 强 BI。 这 说明 嗜 酸 菌 虽然 可 以 通过 胞 内 缓冲 作用 起 到 pH F 
衡 的 作用 ， 但 其 效率 可 能 并 不 高 于 中 性 菌 。Ulrich 等 发 现 极端 嗜 酸 菌 
“Ferrovum’? 'IFl“Ferrovum” sp. JA12623 分 别 通 过 胞 内 毛 基 酸 脱羧 和 脲酶 水 解 尿 
素 生 成 氨 ， 从 而 起 到 胞 内 pH 缓冲 作用 。 
2.5 其 他 的 一 些 耐酸 机 制 

嗜 酸 菌 细胞 壁 外 包围 的 葬 膜 对 下 也 有 一 定 的 抑制 作用 ， 但 荧 膜 不 能 耐 受 极 
端 酸性 ， 当 环境 pH<0.8 时 不 起 作用 B34。 相 比 嗜 中 性 菌 ， 嗜 酸 菌 细胞 膜 上 的 二 次 
转运 和 蛋白 比例 较 高 ， 比 如 已 torridus 和 了 acidophilum 的 二 次 转运 和 蛋白 占 比 分 别 
达到 10:1 和 5.6:1C9。 细 胞 膜 上 丰富 的 二 次 转运 蛋白 在 嗜 酸 菌 耐酸 代谢 方面 可 
能 有 着 重要 的 作用 。 由 于 二 次 转运 蛋白 , 嗜 酸 细 菌 可 以 利用 质子 推动 力 代 谢 产 能 ， 
从 而 获得 在 酸性 环境 中 生存 需要 的 大 量 ATP。 几 乎 所 有 的 专 性 嗜 酸 菌 的 基因 组 
都 很 小 ,比如 热 原 体 DNA 中 的 碱 基 约 为 1100kb。 基 因 组 的 大 小 与 嗜 酸 菌 在 酸性 
条 件 下 生存 可 能 有 一 定 的 联系 659。 哮 酸 菌 的 密码 子 通常 含有 较 高 的 嗓 叭 。 因 为 味 
Ba LAT = SBE, 而 喀 啶 只 能 形成 两 个 , Pr EATER EGRE E E rud P ROG DAT e 
但 是 嗓 哈 在 酸性 条 件 下 更 易 水 解 ， 所 以 减少 密码 子 中 嗓 哈 的 售 量 , 有 助 于 发 现 与 
酸 水 解 相 关 的 突变 菌株 B51。 
3 工业 微生物 耐酸 工程 菌 的 改造 

在 工业 上 运用 中 性 菌株 发 酵 生产 乳 制品 、 食 用 酸 、 细 菌 素 等 过 程 中 ， 常 常 伴 
有 乳酸 、 酷 酸 、 丙 酸 等 酸性 代谢 产物 的 形成 ， 这 些 酸 性 物质 的 积累 降低 了 发 酵 环 
境 的 pH。 发 酵 环 境 的 酸化 严重 限制 了 中 性 菌株 的 正常 生长 ， 从 而 影响 目标 产物 
的 产量 69。 目 前 国内 外 对 工业 微生物 酸 胁迫 改造 途径 的 研究 已 取得 很 多 重要 成 
果 。 除 了 自然 耐酸 工业 菌株 的 筋 选 ， 通 过 基因 工程 、 代 谢 工程 等 技术 增强 工业 微 
生物 耐酸 能 力也 得 到 了 快速 的 发 展 。 


益生 菌 是 一 类 对 宿主 有 益 的 活性 微生物 ， 通 常生 活 在 肠 道 中 ， 具 有 耐酸 、 耐 
高 温 的 特点 。 考 虑 到 全 球 日 益 严 重 的 微生物 耐 药 性 ， 国 内 外 很 多 研究 另辟蹊径 ， 
利用 益生 菌 为 口服 给 药 的 生物 载体 , 治疗 人 体 相关 疾病 B71。 口服 胰岛 素 制 剂 一 直 
是 生物 医学 工程 的 难点 ， 因 为 胰岛 素 直 接口 服 经 过 胃 会 被 其 中 的 蛋白酶 消化 。 
Feng 等 B8 利 用 人 胰岛 素 原 作为 外 源 基 因 构 建 重组 质粒 pJS700-HPI， 并 导入 到 村 
草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis) 中 。 重 组 枯草 芽孢 杆菌 口服 制剂 经 肠 道 消化 吸收 
后 在 体内 增殖 ， 胰 岛 素 原 也 同时 得 到 表达 。 

在 利用 乳酸 乳 球菌 (Lactococcus lactis) 生产 乳酸 链球 菌 素 (Nisin) 的 过 程 
中 ， 发 酵 液 的 酸化 虽然 有 利于 保持 nisin 的 活性 ， 却 不 利于 乳酸 乳 球菌 的 生长 ， 
从 而 降低 nisin 的 产量 8H。 本 实验 室 从 导入 不 同 的 耐酸 基因 、 细 胞 壁 的 固化 重 逆 
以 及 sRNA 耐酸 代谢 调控 等 方面 ,围绕 Lactococcus lactis 的 耐酸 机 理 , 构建 耐酸 
能 力 强 的 Lactococcus lactis 菌株 。Zhang 等 0 通过 向 原始 菌株 F44 中 导入 
hdeAB, lidh 和 murG 等 不 同 耐酸 基因 ， 构 建 出 一 株 耐 酸 工程 菌株 ABGL。ABGL 
可 以 在 pH4.2 的 酸性 平板 上 生长 ， 相 较 原 始 菌株 F44， 降 低 了 0.4 个 pH 梯度 。 
ABGL 工程 菌株 nisin 产量 达到 5563 IU/mL， 相 较 原 始 菌株 F44， 增 加 了 
2753IU/mL。Hao SAY KRI D-Asp 酰胺 化 相关 的 基因 asn 与 耐酸 之 间 的 关 
系 ， 并 通过 细胞 壁 重 塑 增强 乳酸 乳 球菌 的 耐酸 能 力 。 与 野生 型 菌株 相 比 ， 过 表达 
asnH 菌株 F44A 的 耐酸 能 力 增 强 7 倍 ， 同 时 Nisin 产量 增加 57.0%， 达 到 
5346IU/mL。 构建 的 耐酸 工程 菌株 F44A 肽 聚 糖 交 联 度 增加 5.1%， 这 有 利于 保持 
肽 聚 糖 的 完整 性 ， 从 而 抑制 胞 外 Hi' 流 入， 维持 细胞 内 pH 的 稳定 。sRNA 可 以 通 
过 调控 yedP. RpoS 以 及 GadX 等 一 些 酸 耐 受 相关 蛋白 的 表达 ， 起 到 调节 微生物 
耐酸 性 的 作用 让]。Qi 等 的 通过 RNA WF, qRT-PCR LA Northern 印迹 等 方法 ， 
在 乳酸 乳 球菌 F44 中 鉴定 出 新 型 sSRNA s015, RIL AtpG, busAB, cysD, ilvB, 
tcsR, ung, yudD 和 ywd4 73 s015 的 直接 靶 标 ， 并 前 明了 s015 与 其 靶 基 因 之 间 
的 相互 作用 。 通 过 人 工 设 计 sRNA 并 导入 F44 菌株 中 , 构建 新 的 乳酸 乳 球菌 耐酸 
工程 菌 ， 实 现在 酸性 环境 下 高 产 nisin 的 目的 。 

对 于 会 产生 大 量 有 机 酸 的 微生物 而 言 ， 对 酸 的 耐 受 性 是 必需 的 。 酶 酸 细 菌 

(acetic acid bacterium, AAB) 对 酸性 环境 具有 较 强 的 耐 受 性 ， 大 部 分 菌株 能 够 
在 pH<5 的 环境 中 生长 很 好 。 在 已 发 现 的 醋酸 菌 中 ， 不 同 种 类 的 酷 酸 菌 对 酸 的 耐 
受 性 有 很 大 的 差异 ， 其 主要 的 耐酸 分 子 机 制 可 归纳 为 细胞 包 被 结构 的 修饰 、 依 赖 
PMF 的 醋酸 外 排 系统 以 及 三 凑 酸 循环 中 的 某 些 酶 、 应 激 和 蛋白 的 作用 等 的 。 在 食 
醋 工 业 的 发 酵 生产 中 , 醋酸 菌 的 耐酸 性 具有 重要 的 意义 。 应 对 醋酸 耐 受 需 要 消耗 
量 的 ATP， 所 以 充足 的 能 量 供应 是 醋酸 菌 在 酸化 环境 中 进行 食 醋 发 酵 的 重 
(RRRS, 因此, 构建 出 具有 高 强度 耐酸 和 产 酸 速率 快 的 醋酸 工程 菌株 并 应 用 于 食 

沸 发 酵 的 生产 ， 将 极 大 地 推动 新 型 低能 耗 液态 酿 酷 工业 的 发 展 。 
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嗜 酸 菌 的 耐酸 性 与 其 自身 的 细胞 结构 以 及 细胞 膜 和 细胞 质 中 的 各 种 酶 的 合 
量 有 着 密切 的 联系 ， 其 亚 细 胞 结构 和 代谢 途径 可 能 有 着 特定 的 pH 平衡 机 制 。 生 
活 在 极端 酸性 环境 中 的 嗜 酸 菌 在 其 基因 上 有 着 一 定 的 特殊 性 , 某 些 特定 的 基因 片 
段 上 存在 着 调控 其 耐酸 机 制 的 序列 。 基于 嗜 酸 菌 耐酸 机 制 的 生物 信息 学 预测 和 极 
端 酸性 环境 下 嗜 酸 菌 宏基 因 组 技术 耐酸 功能 基因 的 获取 , 利用 系统 生物 学 和 合成 
生物 学 的 方法 从 嗜 酸 菌 中 获得 适宜 的 耐酸 模块 , 并 整合 到 工业 微生物 的 耐酸 代谢 
网 络 中 ， 从 整体 水 平 对 工业 微生物 耐酸 能 力 进行 系统 改造 , 或 许可 以 显著 提高 工 
业 微 生物 的 耐酸 能 
4 结论 与 展望 
虽然 嗜 酸 菌 的 耐酸 机 制 在 分 子 水 平 得 到 了 一 定 的 解释 , 但 在 逆 膜 电势 、 膜 通 
道 蛋 白 、 质 子 泵 、 酸 稳定 性 酶 以 及 大 分 子 修 复 系 统 等 方面 与 中 性 耐酸 菌 的 差异 仍 
需要 进一步 研究 。 采 用 高 通 量 测序 技术 和 和 蛋白质 组 技术 , 发 展 结构 生物 学 及 计算 
生物 学 的 方法 有 利于 我 们 获得 更 多 的 嗜 酸 菌 耐酸 生理 机 制 。 在 各 种 组 学 及 其 相应 
的 耐酸 代谢 网 络 研究 相对 成 熟 的 基础 上 , 从 嗜 酸 菌 中 获取 相关 酸 胁迫 调控 元 件 和 
耐酸 功能 组 件 ， 并 运用 到 工业 微生物 耐酸 研究 中 ,可 以 充分 发 挥 其 科学 价值 和 经 
济 价值 。 


n 
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Mechanism of Acid Tolerance in Acidophiles with pH Homeostasis 
and its Potential Applications 


ZHANG Yue-ming QIAO Jian-jun 
(Department of Pharmaceutical Engineering, School of Chemical Engineering and Technology, Tianjin University ; 

Key Laboratory of Systems Bioengineering, Ministry of Education; Syn Bio Research Platform, 

Collaborative Innovation Center of Chemical Science and Engineering, Tianjin 300072, China) 
Abstract: Acidophiles can survive in the extremely acidic environment and are most widely 
distributed in the bacterial and archaeal domains. They play an important role in the 
bioremediation and source of thermostable and acid-tolerant enzyme. Some neutral engineering 
strains often encountered the problem of acidification in the process of fermentation. Considering 
unique acid-tolerant ability of the acidophiles, if we can get acid-tolerant module from the 
acidophiles and applied to the neutral engineering strains, perhaps we can build acid-tolerant 
engineering strains. Therefore, the article overviews the common mechanisms for acid tolerance in 
acidophiles, including cell membrane stability and low permeability, energetic metabolism with 
acid tolerance, repair or protection of macromolecules and cytoplasmic buffering, with 


a view to make some contributions for synthetic biology of acid-tolerant engineering strains. 
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